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SOMMAIRE
La gale commune de la pomme de terre est une maladie qui cause des pertes economiques
importantes au Quebec, mais aussi dans plusieurs pays du monde. Cette maladie peut aussi
affecter d'autres types de cultures maratcheres comme Ie radis. La gale commune est associee
a 4 especes principales, soit Streptomyces scabies, Streptomyces acidiscabies, Streptomyces
caviscabies et Streptomyces turgidiscabies. S. scabies est 1'espece qui occasionne Ie plus
frequemment la gale commune. De plus, ce microorganisme inhibe la croissance des jeunes
plantules de monocotyledones et de dicotyledones. Les etudes taxonomiques sur les
Streptomyces phytopathogenes ont demontre une grande diversite genetique a 1'interieur de ce
groupe. Une caracteristique commune a ces microorganismes est qu'ils peuvent synthetiser
des phytotoxines, nommees les thaxtomines. Les thaxtomines sont essentielles a la virulence
des Streptomyces phythopatogenes. La thaxtomine est Ie seul mecanisme de vimlence connu
chez les actinomycetes phytopathogenes, mais d'autres molecules pourraient etre impliquees
dans la pathogenese comme les enzymes hydrolytiques et les phytohormones. Les genes de
biosynthese de la thaxtomine n'ont pas ete clones jusqu'a maintenant. Toutefois, Ie gene necl
code pour un compose capable de causer des necroses sur les tissus de pomme de terre. Le
mecanisme de virulence de ces organismes pathogenes, ainsi que les regions genetiques leur
etant associees sont tres peu connus a ce jour. Le but de cette maitrise de recherche est
d'identifier de nouvelles regions genetiques impliquees dans Ie pouvoir pathogene de S.
scabies. Pour atteindre ce but les objectifs suivants ont etc fixes : 1) la construction d'une
banque genomique de 5'. scabies EF-35, 2) la transformation des clones de la banque
genomique dans un hote heterologue, S. lividans TK-24 et 3) 1'analyse du pouvoir pathogene
des colonies recombinantes sur les plantules de radis et la caracterisation partielle des clones
affectant la croissance des radis.
La construction et la transformation de la banque genomique de S. scabies EF-35 dans un hote
heterologue, S. lividans TK-24 a permis 1'obtention de plusieurs colonies recombinantes. Le
criblage sur plantule de radis s'est avere une methode efficace et rapide pour 1'identification
de clones pouvant affecter leur croissance. Douze clones ont ete retenus, certains semblaient
favoriser la croissance des plantules de radis tandis que d'autres pouvaient 1'inhiber. Le clone
2.21 a ete etudie plus en details, car il pouvait inhiber la croissance des plantules de radis,
causer des symptomes similaire a la gale superficielle sur les tubercules fils et produire un
pigmentjaune, Ie pigment V, s'averant toxique sur les tissus de la pomme de terre.
L'analyse comparative entre Ie pigment V et la thaxtomine A a demontre que Ie pigment V
avait plusieurs caracteristiques communes avec la thaxtomine A: colorationjaune, peu soluble
dans 1'eau, toxique sur rondelle de pomme de terre, un temps de retention tres proche sur
HPLC et un spectre U.V. et visible similaire. La structure du pigment V reste a determiner par
analyse RMN et par un spectre de masse.
L'etude de 1'ADN plasmidique du clone 2.21 a montre qu'il possedait un vecteur pFD666 sans
insert. L'hybridation entre 1'ADN total et une sonde de 1,7 Kb provenant du vecteur pFD666,
a suggere en outre qu'un autre plasmide contenant un insert et conferant les nouvelles
proprietes genetiques a la souche heterologue, S. lividans TK-24, se soit integre au
chromosome. Cette insertion chromosomique ne permet pas pour 1'instant de caracteriser les
genes necessaires a la production du pigment V, mais nous proposons une methode dans ce
memoire pour recloner ces genes.
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INTRODUCTION
Generalites sur la gale commune de la pomme de terre et etudes taxonomiques des
agents causals.
La gale commune de la pomme de terre est une maladie tres repandue dans Ie monde. Le
Canada (Goyer et al.. 1996), les Etats - Unis (Loria et al.. 1997), 1'Afrique du Sud (Loria et
al.. 1997), les pays de 1'Europe de 1'Est et de 1'Ouest (Locci. 1994), 1'Australie (Loria et al.
1997), la Nouvelle - Zelande (Loria et ai 1997), 1'Israel (Doering Saad. 1992) et Ie Japan
(Tashiiro et al. 1990) sont des pays touches par cette maladie. Les tubercules affectes par la
gale commune sont consideres de moindre qualite ou ne sont pas vendables ce qui cause des
dommages economiques importants pour ces pays producteurs de pommes de terre (Loria et
al. 1997) (Tashiiro et flZ. 1990). Les symptomes de la gale commune sur les tubercules de la
pomme de terre sont des lesions necrosees ou liegeuses, isolees ou coalescentes soit
superficielles ou profondes (Loria et Lambert 1989). Les agents responsables de la gale
commune sont des bacteries faisant partie de la famille des actinomycetes. Le premier
organisme a avoir ete identifie et decrit comme agent responsable de cette maladie 1'a ete au
siecle demier. C'est Thaxter, qui en 1892 fut Ie premier a isoler 1'agent pathogene de la gale
commune. Cet agent pathogene fut caracterise comme etant capable de produire un pigment
brun-noir, la melanine, et des chaines spiralees de spores grises. II nomma 1'agent pathogene
Oospora scabies. En 1914, Gussow renomma 1'espece comme etant Actinomyces scabies
parce que 1'agent pathogene etait une bacterie filamenteuse de la famille des Actinomycetes et
non un champignon comme Ie pensait Thaxter. Par la suite, Waksman et Henrici renomment
1'espece comme etant Streptomyces scabies en 1948. La souche fut perdue et en 1961
Waksman decrit 1'espece a nouveau et suggere que la souche IMRU 3018 soit reconnue
comme neotype. Malheureusement, la souche IMRU 3018 ne correspondait pas a la
description originate de S. scabies puisqu'elle n'avait pas de chaines spiralees de spares grises
et ne produisait pas de melanine. Les differences observees entre la description de la souche
originale et la souche neotype ont engendre beaucoup de confusion et 1'espece S. scabies ne
figurait done plus sur la liste officielle des bacteries. En 1989, la situation a ete clarifiee par
Lambert et Loria qui ont propose une nouvelle souche de S. scabies comme neotype. Cette
souche (ATCC 49173) isolee aux Etats-Unis produit de la melanine, a des chames de spares
spiralees grises et utilise tous les sucres recommandes par 1'ISP pour des fins d'identification
(International Streptomyces Project; Shirling and Gottlieb, 1966).
Streptomyces scabies est 1'agent pathogene predominant de la gale commune. Suite a sa
caracterisation par Lambert et Loria (1989 a), plusieurs souches de streptomycetes pathogenes
possedant un phenotype semblable ont ete isolees et associees a 1'espece S. scabies. Plusieurs
travaux de recherche au niveau genetique ont ete faits dans Ie but d'etudier la diversite de
1'espece. Selon 1'analyse des genes de 1'ARN ribosomique 16S, Takeuchi et al (1996)
demontrerent que trois souches de S. scabies provenant des Etats-Unis, d'Hongrie et du Japan
avaient des sequences identiques. Des souches isolees de Finlande (Lindholm et al. 1997),
de Russie et du Canada (Akimov et al., soumis pour publication) ont des sequences d'ADNr
16S identiques a celles des souches caracterisees par Takeuchi et al. (1996) ou leurs
sequences ne different qu'au niveau d'une ou deux nucleotides. Meme si 5'. scabies est
1'espece pathogene predominante, d'autres travaux ont demontre que d'autres especes de
streptomycetes pouvaient induire la gale commune de la pomme de terre. C'est ainsi que
Tashiro et al (1990) divisaient des streptomycetes pathogenes du Japon en deux groupes selon
la morphologie des chames de spares; spiralees ou legerement ondulees. Pour clarifier la
subdivision, des etudes d'hybridation ADN-ADN ont ete effectuees et les resultats
confirmerent qu'il y avait bien deux groupes genetiquement differents au Japon car Ie
pourcentage de similarite entre les ADNs des deux groupes n'etait que de 12%. Healy et
Lambert (1991) ont aussi fait des etudes d'hybridation ADN-ADN avec des souches de S.
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scabies isolees des Etats-Unis et du Canada. Us ont montre qu'il existe une enorme diversite
genetique a Finterieur des bacteries classifiees dans cette espece, car des resultats aussi bas
que 20 % de similarite avec la souche-type ont etc obtenus, ce qui laisse penser que malgre
des proprietes phenotypiques semblables les bacteries associees a 1'espece 5'. scabies
pourraient etre subdivisees.
Paradis et <z/.(1994) ont fait une etude similaire sur des bacteries isolees dans 1'est du Canada
et partageant les memes traits phenotypiques que S. scabies. La voie resultante de cette etude
est que 1'ensemble de ces bacteries se divise en deux groupes genetiques distincts de micro-
organismes. Les bacteries des deux groupes genetiques se distinguent egalement au niveau de
la sequence de leur ADNr 16S ; les bacteries d'un des deux groupes etant toujours identiques
a S. scabies en regard de ce caractere (Akimov., communication personnelle). Ainsi, Paradis
et al. (1994) viennent appuyer Healy et Lambert (1991) en proposant que 5'. scabies montre
plus de diversite qu'une espece conventionnelle.
Les souches des etudes precedentes qui se distinguent de S. scabies au niveau genetique n'ont
toujours pas ete associees a une espece; leur identite taxonomique demeure inconnue.
Cependant, il existe des souches d'especes validement decrites et differentes de S. scabies qui
causent aussi la gale commune. C'est Ie cas d'une espece tolerante a 1'acidite et qui a ete
caracterisee en 1989 (b) par Loria et Lambert. Bs ont propose Ie nom de S. acidiscabies pour
ces souches acidotolerantes et la souche ATCC 49003 est proposee comme souche-type. S.
acidiscabies fut isolee pour la premiere fois par Bonde et Mclntyre en 1968 et plus tard par
Manzer et al. en 1977. Us trouverent des differences morphologiques entre S. scabies et S.
acidiscabies. Contrairement a S. scabies, S. acidiscabies est caracterisee comme etant
tolerante a Facidite et produisant des chames de spares ondulees. La couleur des spares de S.
acidiscabies varie de blanc a orange selon Ie milieu de croissance. S. acidis cables ne produit
pas de melanine, mais produit un pigment sensible au pH ; ( rouge —> a pH superieur a 8,3 et
jaune <- a pH inferieur a 8,3) et diffusible dans Ie milieu. S. acidiscabies utilise tous les
sucres de 1'ISP (Shirling and Gottlieb, 1966) a 1'exception du raffinose. Le taux de similarite
ADN-ADN entre 5'. scabies et S. acidiscabies ne depasse pas 20%, ce qui indique que ce sont
deux especes distinctes. La maladie causee par S. acidiscabies est communement appelee la
gale acide. Les symptomes sont similaires a ceux causes par 5'. scabies (Goyer et al. 1996).
Une espece de streptomycetes causant des lesions profondes de gale commune et retrouvee
souvent dans les sols irrigues a etc isolee du Quebec par Faucher et al. en 1992. En 1996,
Goyer et al. proposaient de nommer et de caracteriser cette nouvelle espece Streptomyces
caviscabies et proposaient la souche ATCC 51928 comme souche-type. Cette espece est
phenotypiquement differente de 5'. scabies et de 5'. acidiscabies. S. caviscabies est
caracterisee comme ayant un mycelium brun-or sur milieu YME (Pridham et al., 1956-1957)
et produit des chames ondulees de spares blanches. Elle ne produit pas de melanine et utilise
seulement, parmi les huit sucres de 1'ISP, Ie raffinose comme source de carbone. Sa
croissance est inhibee a partir d'un pH inferieur a 4,5. Le taux de similarite ADN-ADN entre
S. caviscabies et les souches-types de S. scabies et S. acidiscabies est de 24 %.
Au Japon, depuis 1996 des cas de gale commune sont frequents dans 1'est de Hokkaido.
Cependant, 1'agent pathogene isole semble differer de S. scabies, S. acidiscabies et de S.
caviscabies. S'il presente des chames de spares grises et ondulees, il ne produit aucun
pigment diffusible. Suite au test d'hybridation ADN-ADN, il a ete demontre que Ie taux de
similarite entre ces souches japonaises et les souches des autres especes connues causant la
gale commune etait faible. Miyajima et al. (1998) ont caracterise ce nouvel agent
phytopathogene et ont soumis Ie nom de Streptomyces turgidiscabies, la souche-type etant
ATCC 700248. Outre S. scabies, 11 y a done trois autres especes pathogenes qui causent la
gale commune et qui ont ete validement identifiees: S. acidiscabies, S. turgidiscabies et
S. caviscabies.
La gamme d?h6te des agents pathogenes.
En plus de la pomme de terre, la gale commune affecte aussi des cultures maraicheres a
racines pivotantes (Locci, 1994 ; Goyer et al. 1996 ; Loria et al. 1997). La carotte, la
betterave. Ie panais et Ie radis en sont des exemples. Deja en 1949, Hooker etait Ie premier a
documenter que S. scabies pouvait etre virulent sur une autre plante que la pomme de terre, en
occurrence Ie radis. Levick et al. (1984) rapporte que la gale commune du radis pouvait
causer des dommages importants dans plusieurs regions productrices. Suite a 1'isolement
d'agents pathogenes des lesions du radis, une etude morphologique indiquait que c'etaient des
Streptomyces. Des streptomycetes phytopathogenes ont egalement ete isoles d'autres types de
racines telles la carotte (Janse, 1988; Goyer et Beaulieu, 1997). Dans la plupart de ces etudes,
les agents pathogenes n'ont pas ete identifies au niveau de 1'espece ou ont ete associes a
S. scabies. Une etude sur la gamme d'hotes de S. scabies, S. caviscabies et de S. acidiscabies
a ete menee pour la premiere fois par Goyer et al. en 1997. Les auteurs ont demontre que
meme si la gamme d'hote entre deux souches d'une meme espece pouvait varier, Ie pouvoir
pathogene des trois especes (5'. scabies, S. acidiscabies et 5'. caviscabies) ne se limitait pas a
la pomme de terre. Sur les racines pivotantes telles la carotte, la betterave. Ie panais et Ie
radis, les symptomes causes par S. scabies, S. caviscabies et S. acidiscabies s'apparentent aux
symptomes que ces especes causent sur les tubercules de pommes de terre soit des lesions
liegeuses plus ou moins profondes.
En 1996, Liener et al. font une decouverte interessante en demontrant que S. scabies ne cause
pas uniquement des symptomes de gale commune. Si cette bacterie est inoculee sur des
graines de monocotyledones et de dicotyledones, 5'. scabies inhibe la croissance des plantules
germantes et pouvait meme provoquer leur mort. II causait une hypertrophie au niveau des
cellules suivie d'une necrose et de 1'affaissement autour de site d'infection.
La diversite taxonomique des agents causant la gale commune et la vaste gamme d'hote des
agents pathogenes soulevent des questions interessantes sur les mecanismes de virulence des
streptomycetes causant la gale commune.
Les mecanismes de virulence des streptomycetes causant la gale commune.
Les mecanismes de virulence associes aux streptomycetes pathogenes commencent tout juste
a etre eclaircis. Habituellement, une bacterie phytopathogene possede plusieurs mecanismes
de virulence et 1'addition de ces mecanismes lui confere son pouvoir pathogene. Les
mecanismes de virulence permettant aux bacteries d'induire des symptomes a la plante hote
sont nombreux mais les plus communs sont: la production de phytotoxines, la secretion
d'enzymes hydrolytiques et/ou de phytohormones.
Les thaxtomines
King et al. en 1989 isolaient pour la premiere fois des phytotoxines accumulees dans des
lesions de pommes de terre infectees par 5'. scabies. Lawrence et al. (1990) demontraient
qu'en appliquant ces phytotoxines extraites des lesions de pommes de terre sur des tubercules
steriles, les symptomes de la gale commune etaient reproductibles. King et al. caracterisaient
en 1992 la structure chimique de deux composes phytotoxiques et leurs donnaient les noms de
thaxtomines A et B. Le compose majeur etait la thaxtomine A et Ie compose mineur la
thaxtomine B. La structure chimique des thaxtomines A et B est une combinaison de deux
acides amines modifies et N-methyles : 1'a-hydroxy-m-tyrosine et Ie 4-nitrotryptophane pour
la thaxtomine A et 1'a-hydroxyphenylalanine et Ie 4-nitrotryptophane pour la thaxtomine B
(voir annexe 1). En 1996, King et al. avaient caracterise au total 10 thaxtomines incluant la A
et la B. Parmi ces autres thaxtomines, certaines seraient des intermediaires dans la voie de
synthese de la thaxtomine A et d'autres seraient des produits d'oxydation de la thaxtomine A.
Une autre recherche faite par King et al. (1992) demontre que Ie groupement nitro sur
1'anneau du tryptophane et la configuration L-L de 1'anneau dicetopiperazine sont essentiels
et representent la structure minimale pour que les thaxtomines aient un effet toxique sur les
plantes.
Si King et al (1989 a) furent les premiers a demontrer la production in vivo de thaxtomines
sur des tubercules de pomme de terre par S. scabies, Babcock et al. (1993) ont montre que
S. scabies peut produire les thaxtomines in vitro dans un milieu a base de gruau. Us ont aussi
demontre aussi que S. scabies se met a secreter les thaxtomines a la fin de la phase
exponentielle de croissance, suggerant que les thaxtomines sont des metabolites secondaires.
La thaxtomine A, la phytotoxine secretee en plus grande abondance semble etre un facteur de
vimlence tres important dans Ie pouvoir pathogene de la bacterie. King et al. (1991) ont
demontre qu'il existait une correlation entre Ie pouvoir pathogene de 5'. scabies et la
production de la thaxtomine A. Toutes les souches testees de 5'. scabies induisant de la
necrose sur des tranches de pomme de terre ont produit de la thaxtomine A. Loria et al.
(1995) ont etudie differentes souches de S. scabies et ont observe que Ie degre de virulence de
ces souches etait different. Us ont egalement etudie Ie taux de production de la thaxtomine A,
et montre que Ie taux de production de la thaxtomine A etait different d'une souche a 1'autre.
Ainsi, Us suggerent que les differents degres de virulence s'expliquent par la difference au
niveau de la production de la thaxtomine A. Les souches causant les symptomes les plus
severes auraient un plus haut taux de production de thaxtomine A.
L'importance de la thaxtomine dans Ie pouvoir pathogene de S. scabies est aussi supportee
par les travaux de Leiner et al. (1996). Ces auteurs ont demontre qu'en appliquant
directement de la thaxtomine A sur les plantules de radis, les symptomes produits sont
similaires a ceux causes par S. scabies. Ces symptomes sont une reduction de la croissance
des tiges et des racines des jeunes plantules de radis et 1'apparition de necroses sur les tissus
de la plantule. Us mentionnent aussi que Ie radis est affecte a partir d'une concentration de 10
uM de thaxtomine A. De plus, ils ont compare 1'agressivite des souches de S. scabies sur les
tubercules de pomme de terre, sur les plantules de radis et Ie taux de production de la
thaxtomine A. Les souches s'averant les plus agressives sur les tubercules de pomme de terre
1'ont aussi ete sur les plantules de radis et produisaient plus de thaxtomine A que les souches
les mains agressives. Ceci soutient la correlation entre Ie pouvoir pathogene et la production
de la thaxtomine A, et aussi Ie degre d'agressivite qui est propordonnel a la quantite de
thaxtomine A secretee. La thaxtomine A agit non seulement sur les tubercules de pomme de
terre et sur les plantules de radis mais elle induit egalement des symptomes lorsqu'elle est
appliquee sur des feuilles de tomate ou de framboisier (Goyer. 1997), ce qui montre qu'elle
est une toxine non-specifique et qu'elle doit interagir avec une cible universelle des cellules
des plantes.
Ce sont les travaux de recherche menes par Goyer et al. (1998) qui ont prouve que la
thaxtomine A etait un facteur de virulence essentiel pour Ie pouvoir pathogene de S. scabies.
Une serie de mutants de S. scabies affectes dans leur production de thaxtomine A a ete
obtenue suite a une mutagenese chimique. Trois types de mutants ont ete obtenus: des
mutants produisant de 2 a 20 fois moins de thaxtomine A que la souche sauvage, un mutant
produisant 300 fois mains de thaxtomine A et un mutant ne produisant plus aucune quantite
detectable de thaxtomine A. Des etudes de pouvoir pathogene sur les tubercules de la pomme
de terre et sur les plantules de radis ont ete effectuees avec ces mutants. Encore une fois, la
correlation etait supportee. Les mutants produisant entre 2 et 20 fois moins de thaxtomine A
que la souche sauvage avaient une agressivite reduite sur les plantules de radis et sur les
tubercules de pomme de terre par rapport a la souche sauvage. Les mutants produisant 300
fois moins de thaxtomine A que la souche sauvage ou ne produisant que des quantites non
detectables de thaxtomine A perdaient leur pouvoir pathogene. Cependant, pour ce qui est du
degre d'agressivite par rapport a la quantite de thaxtomine A secretee, la relation trouvee
n'etait pas parfaite. Ainsi Ie mutant M8 qui produisait environ trois fois plus de thaxtomine A
que les mutants Ml et Ml 9 etait moins virulent sur les plantules de radis.
S. acidiscabies, S. caviscabies et S. turgidiscabies secretent tous les thaxtomines en presence
des tubercules de pomme de terre in vivo. In vitro, S. acidiscabies et S. turgidiscabies en
produisent dans les milieux a base de gruau, de pelures de pomme de terre et de pomme de
terre douce et dans un milieu pomme de terre. Tandis que 5'. caviscabies n'en produit
seulement en presence de milieu pelures de pomme de terre et de pomme de terre douce.
Clonage d?un gene de virulence de S. scabies
Un gene codant pour un facteur de virulence de 5'. scabies a ete clone par Bukhalid et al.
(1997). Us ont clone un fragment d'ADN genomique de 9,4 Kb provenant de S. scabies
ATCC 49173 dans S. lividans TK24 qui conferait a la souche recombinante la propriete
d'induire de la necrose sur des tranches de pomme de terre. Suite a des travaux de sous-
clonage, Us ont demontre que Ie plus petit fragment actif avait une taille de 0,67 Kb. Ce
fragment de 0,67 Kb permet la secretion par la souche recombinante d'un compose
extracellulaire, incolore, soluble dans 1'eau et capable d'induire une necrose sur les tissus de
tubercules de pomme de terre. Les necroses causees par ce compose sont semblables a celles
causees par S. scabies. Le fragment de 0,67 Kb a ete designe comme etant Ie gene necl. Le
contenu en guanine et cytosine de ce gene est relativement bas pour un streptomycete, soit de
54 %. Le gene necl est borde par un pseudogene de transposition, 1'ORF tnp (cadre de
^
lecture ouvert) en 5'. Etant donne la proximite entre 1'ORF tnp et de necl, ils proposent que
S. scabies aurait pu acquerir ce gene par Ie biais d'elements genetiques mobiles comme un
plasmide ou un transposon conjugatif. De plus, suite a des etudes d'hybridation avec Ie gene
necl, il a ete demontre que toutes les souches de S. scabies, S. acidiscabies et S.
turgidis 'cables pathogenes (Bukhalid et al. 1998) a 1'exception d'une souche provenant
d'Afrique possedaient ce gene. Les auteurs supposent aussi que Ie gene' necl serait lie
physiquement a ceux de la biosynthese de la thaxtomine A, car toutes les souches possedant Ie
gene nec\ produisent aussi de la thaxtomine A. Cette hypothese n'est toutefois pas supportee
par une autre evidence. Le produit toxique code par necl a des proprietes physico-chimiques
tres differentes de la thaxtomine A. Le produit du gene nec\ est soluble dans Feau et incolore
contrairement a la thaxtomine A qui est peu soluble dans 1'eau etjaune.
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Les enzymes hydrolytiques
Le role des enzymes hydrolytiques dans Ie mecanisme de virulence des Streptomyces
phytopathogenes a ete peu etudie. Toutefois, Hale et al. (1992), rapportent que 1'infection
causee par S. scabies resulte en une proliferation de la suberine et ce au niveau de la lesion sur
Ie tubercule de la pomme de terre. La suberine est un polymere compose de longues chaines
de polyesters d'acides gras et de composes phenoliques lies aux chames lipidiques par des
liens esters et ethers. La plante produit cette couche de suberine pour creer une barriere
contre les pertes d'eau et centre les infections des agents pathogenes. Hale et al. (1992) ont
isole et caracterise une esterase, une enzyme extracellulaire secretee par S. scabies souche
FL1 pathogene. Cette enzyme degrade la suberine et 1'on peut supposer que du coup elle
faciliterait la penetration de la bacterie phytopathogene a travers cette barriere physique. Fett
et al. (1994), Hale et al. (1992) et Beausejour et al. (1999) demontrent que d'autres souches
pathogenes de S. scabies et de S. acidiscabies sont capables de secreter une esterase
hydrolysant la suberine. Si Ie role de 1'esterase dans Ie mecanisme de virulence des
streptomycetes phytopathogenes reste a confirmer, les recents travaux de Beausejour et al.
(sous presse) apportent une evidence supplementaire supportant 1'importance de cette enzyme
dans Ie pouvoir pathogene de S. scabies. Ces auteurs ont teste differents composes vegetaux
en regard de leur capacite a induire la production de thaxtomine A in vitro par differentes
souches de S. scabies. Parmi les composes vegetaux testes, Ie seul qui a permis la production
de thaxtomine A dans un milieu minimal etait la suberine. La suberine agirait done soit
comme un precurseur de synthese de la thaxtomine A, soit comme un inducteur des genes de
biosynthese de la thaxtomine A. Considerant les structures chimiques de la thaxtomine et de
la suberine, la seconde hypothese semble la plus plausible. Etant donne la complexite
structurale de la suberine, ce n'est vraisemblablement pas Ie polymere lui-meme qui agirait
comme inducteur des genes de biosynthese de la thaxtomine A mais un de ses produits de
degradation. Le role de 1'esterase dans Ie pouvoir pathogene de S. scabies pourrait done etre
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double en 1) facilitant 1'entree de 1'agent pathogene dans les tissus vegetaux et en 2)
permettant suite a son action sur la suberine Ie relachement de composes agissant comme
inducteurs des genes de biosynthese de la thaxtomine A. D'autres enzymes extracellulaires
pouvant degrader les tissus vegetaux produits par S. scabies et S. caviscabies ont ete
rapportees telles les pectinases, cellulases, lipases et proteases, mais leur role dans Ie pouvoir
pathogene n'a pas encore ete etudie (Paradis et al. 1994).
Les phytohormones
La production de la phytohormone acide 3-indole acetique (auxine) par S. scabies a ete
rapportee par Hooker en 1981. L'acide 3-indole acetique pourrait etre implique dans Ie
mecanisme de virulence de cet agent pathogene, car Lapwood et al. en 1973 observerent que
Ie developpement des lesions de la gale commune etait accompagne d'une division cellulaire
au niveau des tissus des lesions. En 1994, Manulis et al. ont demontre qu'une souche de S.
scabies produisait 1'acide 3-indole acetique dans un milieu de culture lorsqu'U etait
supplemente de L-tryptophane. Cette phytohormone vegetale a pour fonction de stimuler
1'elongation et la differentiation cellulaire. Elle affecte aussi la permeabilite des membranes
cellulaires. II est rapporte que Ie fait d'augmenter la quantite d'acide 3-indole acetique,
augmente la plasticite de la membrane de la plante, rendant ainsi les proteines composantes de
la membrane plus accessibles pour la degradation par les enzymes extracellulaires du
pathogene. Le role de 1'auxine dans Ie pouvoir pathogene de S. scabies reste a elucider.
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Objectifs
Le but de cette recherche est d'identifier de nouvelles regions genetiques impliquees dans Ie
pouvoir pathogene de 5'. scabies. Pour realiser ce but, les objectifs suivants ont ete fixes: 1) la
construction d'une banque genomique de 5'. scabies souche EF-35, 2) la transformation des
clones de la banque genomique dans un hote heterologue, S. Uvidans TK-24, 3) 1'analyse du
pouvoir pathogene des colonies recombinantes sur les plantules de radis et la caracterisation




1.1-Souches bacteriennes, vecteur et clones
La souche de 5'. scabies EF-35 a ete isolee par Faucher et al. (1992) a partir d'un tubercule
de pomme de terre presentant des symptomes de gale commune. Cette souche est
pathogene, synthetise de la thaxtomine A et est capable d'induire les symptomes de gale
commune. S. lividans TK-24 a ete utilisee comme souche d'expression de la banque
genomique de 5'. scabies EF-35. TK24 est non-pathogene et ne synthetise pas de
thaxtomines. La souche Escherichia coli DH10B a aussi ete utilisee pour les travaux de
clonage. Le vecteur navette pFD666 constmit par Denis et Brzezinski (1992) a ete
employe pour la construction de la banque genomique de S. scabies EF-35. Ce vecteur
possede deux origines de replication: 1'une pour se repliquer chez K coli et 1'autre chez les
actinomycetes. Ce vecteur est pom-vu d'un gene de resistance a la neomycine qui est
exprime dans les deux organismes. Les clones 2.21, 9.1, 9.8, 4.17, 13.34, 15.5, 15.38,
5.40, 1.41, 10.1 et 5.37 sont des derives de TK24 qui ont ete transformes par Ie vecteur
pFD666 porteur d'inserts d'ADN provenant de S. scabies EF35.
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1.2-Milieux de culture
Les souches d'actinomycetes etaient propagees sur les milieux solides YME (Pridham et
al., 1956-1957) ou TSB (Difco). Lors des cultures en milieu liquide, ces souches etaient
propagees dans les milieux TSB, YGM+ (King et al., 1992), YME (Pridham et al., 1956-
1957), YEME (Hopwood et al., 1985) ou Ie bouillon son d'avoine (Goyer et ai, 1998)
dependant du type d'experimentation (voir sections 2.4.1 a 2.10). Les souches
recombinantes ont ete conservees et multipliees dans les memes milieux supplementes de
kanamycine a 50 (ig par ml. E. coli DH10B a ete propage sur les milieux liquides ou
solides LB.
1.3-Enzymes et standards de poids moleculaire utilises
Les enzymes utilisees lors des digestions de 1'ADN provenaient de Pharmacia. Celles
employees pour les modifications de 1'ADN ont ete obtenues de Promega. L'usage de
tous les enzymes s'est fait selon les directives des manufacturiers. Le lysozyme et la
pronase ont ete fournis par Sigma. Les standards d'ADN de differentes tallies provenaient
de differentes compagnies (Pharmacia, Gibco et Bio-Rad).
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1.4-Construction d'une banque genomique de S. scabies EF-35
1.4.1-Extraction de 1'ADN genomiaue de S. scabies EF-35
L'ADN genomique de Streptomyces scabies EF-35 a ete extrait selon la methode decrite
par Hopwood et al. (1985). L'extraction de 1'ADN genomique s'est faite a partir d'une
culture de 50 ml de milieu TSB et poussee a une temperature de 30°C, sous agitation
orbitale (350 rpm) et agee de 24 a 48 heures. Une partie de 1'ADN extrait a ete chargee
dans un gel d'agarose 0,8% dans du tampon TBE (89 mM de Tris base, 89 (J.1 d'acide
borique et 2 mM d'EDTA) pour subir une electrophorese a 80 mA pendant 1 heure dans un
tampon de migration TBE. L'ADN du gel a ete photographic sous illumination
ultraviolettes. La concentration de 1'ADN genomique a ete estimee par la methode de
petri d'agarose avec bromure d'ethidium decrite par Sambrook et al. (1989).
1.4.2-Preparation du ulasmide pFD666, vecteur utilise dans la construction de la banque
genomiaue
Le plasmide pFD666 qui a servi de vecteur de clonage a ete extrait d'£. co/z DH10B selon
la methode de Maniatis et al. (1989). L'extraction s'est faite a partir d'une culture de 100
ml dans Ie milieu LB supplemente de kanamycine. La culture a subi une agitation rotative
(350 rpm) a la temperature de 37 °C pour toute une nuit. La quantite d'ADN obtenue a
ete estimee comme decrit precedemment (voir section 1.4.1). Le vecteur pFD666 a ete
digere totalement par une enzyme de restriction. La digestion totale comprenait 20 [ig
d'ADN plasmidique et 75 unites de 1'enzyme BamHl dans 500 |jl de tampon "one for all".
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La reaction s'est faite a 37 °C pendant 5 heures. Une partie de 1'echantillon a ete chargee
dans les puits d'un gel d'agarose 0,8% dans du tampon TBE pour observer si 1'ADN
plasmidique avait ete linearise (voir section 1.4.1). La digestion completee, la solution
d'ADN subissait deux extractions au phenol-chloroforme avant d'etre precipitee en
presence d'ethanol absolu (un ajout d'ethanol de 2,5 fois Ie volume de la solution d'ADN)
et 3 M d'acetate de sodium a pH 5,2 (un ajout de 1/10 du volume de la solution cTADN)
(Maniatis et al., 1989). L'ADN plasmidique etait alors resuspendu dans Ie plus petit
volume d'eau distillee possible et sa concentration etait estimee par la methode sur petri
d'agarose (voir section 1.4.1). Le vecteur lineaire a ensuite ete modifie au niveau de ses
extremites. Une dephosphorylation des extremites 5/ a ete effectuee en utilisant la CIP de
Promega. Au total, 12 (ig d'ADN plasmidique lineaire et 1 unite de CEP etaient ajoutes a
100 |il de tampon de reaction (fourni par Ie manufacturier). Apres une incubation de 30
minutes a 37 °C, 1'enzyme subissait une inactivation par la chaleur a 75 °C pendant 15
minutes. L'ADN plasmidique a ensuite ete extrait deux fois au phenol-chloroforme et
precipite a 1'ethanol comme decrit precedemment. De plus, une estimation de la
concentration a ete faite suite a la resuspension de cet ADN dans un volume minimal d'eau
distillee toujours par Ie methode de petri d'agarose (voir section 1.4.1).
1.4.3-Preparation des inserts utilises pour la construction de labanque genomiaue
Une digestion partielle de 1'ADN genomique de S. scabies EF-35 a ete effectuee par une
enzyme de restriction de type endonuclease. Des fragments de 15 a 20 Kb etaient
recherches. La digesdon partielle s'est faite sur 8 (ig d'ADN genomique dans un volume
total de 100 (ll de tampon "one for all" et 15 unites de Penzyme BglH ont ete ajoutes.
L'efficacite de la digestion a ete evaluee sur un gel d'agarose selon Ie protocole decrit a la
section 1.4.1. Lorsque la qualite de la digestion etait adequate, 1'ADN digere subissait
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deux extractions au phenol-chloroforme et etait precipite en presence d'ethanol absolu et
d'acetate de sodium comme decrit a la section 1.4.2. Une estimation de la concentration
des fragments de 1'ADN genomique a ete effectuee encore une fois par la methode de petri
d'agarose mentionnee precedemment (voir section 1.4.1.).
1.4.4-Lieation des fragments d'ADN genomigue de S. scabies EF-35 et du v^cteur
DFD666
Une ligation entre 1'ADN plasmidique et les fragments d'ADN genomique de S. scabies
EF-35 a ete realisee dans un rapport de 1:3. La quantite totale d'ADN impliquee dans la
reaction de ligation etait de 300 ng, soit 75 ng d'ADN plasmidique digere et
dephosphoryle (voir section 1.4.2) et 225 ng d'ADN genomique de S. scabies EF-35
digere (voir section 1.4.3). A ce 300 ng d'ADN, ont ete ajoutes la ligase (3 unites) et
1'ATP a 1 mM et dans 20 |ll de tampon de ligation. La ligation s'est deroulee toute la nuit
a 15 °C.
1.4.5-Transformadon de la banaue genomiauejle^. scabies EF-35 chez E. coli DH10B
Les cellules de E. coli DH10B ont subi une procedure leur permettant une penetration
d'ADN exogene present dans leur environnement. La methode suivie est celle du
manufacturier BIO-RAD. E. coli DH10B a ete cultive dans 200 ml de milieu LB sous
agitation (350 rpm) a 37 °C jusqu'a 1'obtention par la culture d'une densite optique
atteignant entre 0,5 et 0,7 a une longueur d'onde de 600 nm. Les cellules ont alors ete
placees sur la glace pour 15 minutes. Par la suite, les cellules ont subi une centrifugation a
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10 000 rpm de 10 minutes dans un rotor froid. Le culot de cellules a etc lave trois fois
avec respectivement 200 ml, 100 ml puis 4 ml de glycerol 10% froid. Les cellules ont
finalement ete resuspendues dans 0,5 ml de glycerol 10% froid et distribuees dans des
eppendorfs steriles en volume de 40 (il et congelees dans la glace seche. Les cellules ont
alors ete conservees a - 70 °C.
Les cellules competentes de E. coli DH10B ont subi une electroporation, c'est-a-dire
qu'elles ont regu un courant electrique formant ainsi des pores au niveau de leur
membrane cellulaire par lesquels 1'ADN exogene peut penetrer. La procedure pour
electroporer ces cellules etait celle fournie par Ie manufacturier BIO-RAD avec quelques
modifications. Les cellules ont ete electroporees avec Ie plasmide pFD666 portant des
inserts provenant de 1'ADN genomique de S. scabies (voir section 1.4.4). Avant
1'electroporation, les molecules d'ADN ont ete precipitees a 1'ethanol et resuspendues
dans 15 (Jl d'eau. Quatre vingt r|g d'ADN ont ete ajoutes a la suspension de cellules
competentes prealablement decongelees sur glace. Ensuite, ces cellules ont ete transferees
dans une cuvette a electroporation de 0,2 cm, puis ont subi un choc electrique de 2,50 Kv.
Le " Gene Pulser " etait regle a 25 jlF et Ie " Pulse Controller " a 200 Q..
Immediatement apres Ie choc, 1 ml de milieu liquide SOC a ete ajoute aux cellules puis Ie
tout a ete transfere dans un tube de 15 ml pour une incubation de 390 minutes a 30 °C.
Une fois 1'incubation terminee, les cellules etaient etalees sur des petris LB supplementes
de kanamycine et incubes a 30 °C pour une journee.
Une estimation du nombre de colonies de E. coli DH10B possedant un vecteur porteur
d'un fragment d'ADN genomique de S. scabies EF-35 a ete faite en extrayant les
plasmides des colonies s'etant developpees en presence de kanamycine par la methode de
la lyse alcaline. Le protocole utilise etait celui de Sambrook et al. (1989). Quarante
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colonies ont ete evaluees. Chacun des ADNs plasmidiques extraits a ete charge dans un
gel d'agarose 0,8 % dans du tampon TBE. Les conditions d'electrophorese sont les
memes que celles decrites a la section 1.4.1.
1.4.6.-Amulification de labanaue genomigue de S. scabies EF-35
Une fois la banque genomique de S. scabies EF-35 construite, celle-ci a ete amplifiee en
faisant croitre les cellules de E. coli DH10B transformees dans Ie milieu de croissance
liquide LB supplemente de kanamycine. Environ 1500 colonies ont ete recoltees en
ajoutant 1 ml de milieu LB sur les boites de petri et en detachant les cellules du milieu
solide grace a une tige de verre. Les cellules recoltees ont ete ajoutees dans 50 ml de
milieu LB et ont ete incubees pendant 150 minutes, sous agitation (350 rpm) a 30 °C. Une
extraction de 1'ADN plasmidique de ces cellules a ete faite selon la methode de Maniatis et
al. (1989). La concentration de 1'ADN plasmidique a ete estimee selon la methode de
petri d'agarose (voir section 1.4.1).
1.4.7-Transformation de la bangue senomiaue de S. scabies EF-35 chez S. lividans TK-24
La souche de S. lividans TK-24 a ete choisie comme hote heterologue pour exprimer la
banque genomique de S. scabies EF-35. Des protoplastes de cette souche ont etc prepares
selon Ie protocole de Hopwood et al. (1985) avec une modification. Lors de la derniere
resuspension des protoplastes, 2,5 ml de tampon P ont ete ajoutes. Les protoplastes ont ete
distribues en volume de 100 (ll a une concentration de 4X109 protoplastes par ml. La
methode employee pour transformer ces protoplastes est la suivante. Les protoplastes d'un
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eppendorfont ete decongeles, 1.6 (ig d'ADN de la banque genomique de S. scabies EF-35
ont ete ajoutes a 1'eppendorf contenant 4X10 protoplastes par ml. Les protoplastes et
1'ADN ont ete melanges delicatement et 200 pl de tampon T-PEG1000 (Hopwood et al.
1985) ont ensuite ete ajoutes a ce melange. Encore une fois un leger brassage a ete
effectue avant 1'etalement de 35 (il par petri de regeneration R2YE a 1'aide d'une baguette
d'etalement. Tous les petris de regeneration ont ete incubes a 30 °C pendant 20 heures.
De 1'agar mou TSA supplemente de kanamycine a ete applique a la surface de chaque petri
de regeneration pour selectionner les clones. Ceux ayant pousse a la surface de 1'agar mou
apres 4 jours ont ete repiques sur petris YME (Pridham et al., 1956-1957) toujours
supplementes de kanamycine. Au total, 1500 clones ont ete repiques.
1.5-Criblage de la banque genomique de S. scabies EF-35 exprimee chez S. lividans
TK-24
1.5.1-Premiere selection: etude du pouvoir pathogene des clones sur des ulantules de radis
poussees en uetn
La methode utilisee pour 1'etude du pouvoir pathogene des clones sur des plantules de
radis cultivar Cherry Belle a ete inspiree des travaux de Leiner et al. (1993). Le test
consiste a faire pousser de jeunes plantules de radis en presence de chacun des clones et de
verifier 1'effet des differents clones sur la croissance du radis. Avant de tester 1'effet des
clones, les plantules de radis sont preparees. Pour ce faire, des graines de radis ayant ete
desinfectees pendant 5 minutes dans Ie NaOCl a 0,5% puis rincees 3 fois dans 1'eau
distillee sterile pendant 5 minutes ont ete mises a germer pendant 24 heures sur petri
contenant 1,5% d'agar. Les differents clones de la banque genomique ont ete stries a la
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surface de petris contenant 1 % d'agar et 80 (ig/ml de kanamycine et ont ete incubes 2
jours, a 1'obscurite a 30 °C. Apres deux jours, les clones presentaient une tres faible
croissance sur petri. Les jeunes plantules ayant germe ont alors ete deposees a la surface
du mycelium de chacun des clones ayant pousse sur petri. Les petris contenant les
bacteries et les radis ont ete incubes 4 jours dans une chambre de croissance ajustee a 24°C
et avec une periode de luminosite de 12 heures. Les clones qui se distinguaient de TK-24
parce qu'ils semblaient causer un effet d'inhibition de croissance, de necrose ou
d'anomalie de croissance des plantules de radis ont ete retenus. Un total de 46 clones sur
les 607 testes ont ete conserves. Ceux-ci ont subi les deuxiemes et troisiemes tests de
criblage suivant.
1.5.2-Deuxieme selection: etude du pouvoir pathogene sur les plantules de radis en tube.
Comme Ie premier criblage n'avait ete fait que sur une seule plantule, il se pouvait que
certains des clones retenus n'avaient pas vraiment eu d'effet sur la croissance du radis et
que ce soit Ie hasard qui explique Ie developpement anormal des plantules de radis qui leur
etaient associees. Les 46 clones retenus, ont done subi un deuxieme criblage qui consistait
a 1'etude du pouvoir pathogene sur des plantules de radis cultivar Cherry Belle en tube. Le
test en tube permet une meilleure croissance des radis et facilite 1'interpretation des
resultats. La procedure utilisee a ete celle de Leiner et al. (1996) avec quelques
modifications. Les plantules de radis a tester ont ete germees comme precedement (voir
section 1.5.1). Les plantules germees ont ete deposees dans un tube de verre de 25 mm de
diametre contenant 20 ml d'agar a 1 %. Les 46 bacteries recombinantes ont ete propagees
dans un milieu liquide TSB en presence de kanamycine pendant 32 heures a 30 °C sous
agitation (350 rpm). Par la suite, les bacteries ont subi une centrifugation a 10 000 rpm
pendant 10 minutes et Ie volume des culots a ete mesure. Un aj out de milieu TSB liquide
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a ete fait en fonction du volume des culots pour avoir la meme concentration de bacteries
(3,5 ml de culot de bacteries : 17,5 ml de milieu TSB). Cent vingt cinq (Jl de culture
etaient ajoutes sur Ie plantule de radis. Apres 6 jours de croissance en presence des
differents clones, la longueur totale de chaque plantule a ete mesuree et comparee a des
temoins inocules avec S. scabies EF-35 et 5'. lividans TK-24. Le test s'est fait en 10
repetitions.
1.5.3-Troisieme selection: etude de production de pigments iaunes
Chacun des 46 clones retenus apres la premiere selection a ete teste pour la production de
pigment(s) jaune(s). Les thaxtomines etant jaunes, ce test pouvait permettre de
selectionner des clones producteurs de ces phytotoxines. La procedure employee est celle
de King et Lawrence (1996) a 1'exception de quelques modifications. Les clones etaient
inocules avec une bouclee de spares directement dans 50 ml de milieu liquide son
d'avoine sous agitation (350 rpm), a 30 °C pendant 6 jours. Le surnageant de culture etait
par la suite extrait a 1'aide de 25 ml d'acetate d'ethyle dans une ampoule a decantation. La
phase organique etait recuperee et Ie solvant etait evapore sous la hotte. Les composes
extraits ont ete appliques sur une plaque de silice 60F 254 de 0,5 mm (VWR Canlab) pour
subir une chromatographie sur couche mince. Les solvants utilises pour la
chromatographie etaient un melange de 90 % de chloroforme et de 10 % de methanol. La
thaxtomine A et 1'actinorhodine (pigment secrete par S. Uvidans TK-24) ont ete ajoutees
sur les plaques de chromatographie comme temoins de migration. Quatre clones ont ete
selectionnes pour la production de pigments jaunes. Les pigments jaunes produits par ces
clones ont ete grattes des plaques de silice et elues de la silice par une dissolution des
pigments dans un melange de solvants compose de 70% de methanol et de 30% de
chloroforme. Les pigments seches ont ete recuperes apres s'etre debarasse des solvants a
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1'aide d'un evaporateur. Chacun des pigments ainsi obtenus a etc applique sur des disques
de pomme de terre dans Ie but de deceler si certains d'entre eux pouvaient avoir un effet
toxique sur les tissus vegetaux. La methode suivie est celle de Loria et al. (1995) avec les
precisions suivantes. Les pommes de terre pelees sont desinfectees pendant 10 minutes
dans Ie NaOCl a 0,5 %, deux lavages de 15 minutes dans 1'eau distillee ont suivi. Des
disques de 0,5 cm de diametre ont ete coupes a partir de tranches de pomme de terre de 25
mm d'epaisseur. Cinquante p-g de chacun des pigments dissouts dans du methanol ont ete
appliques sur des disques de papier Wathman. Ceux-ci sont deposes a la surface des
disques de pomme de terre. De plus la meme quantite de thaxtomine A dissoute dans du
methanol a aussi ete deposee comme temoin positif. Une rondelle sur laquelle seulement
du methanol avait ete applique servait de temoin negatif.
1.6-Caracterisation du clone 2.21
Le clone 2.21 se caracterisait par un effet de reduction importante de la croissance des
plantules de radis. II produisait aussi un pigment jaune qui avait un Rf se rapprochant de
celui de la thaxtomine A et qui etait toxique sur les tissus de pomme de terre. II a done etc
caracterise plus en details.
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1,6.1-Etude du^ouYoirpathogene du clone 2,21 sur des pommes de terre en croissance
Cette etude a comme principal but de verifier si Ie clone 2.21 demontre une certaine
agressivite contre les tubercules de pomme de terre. Le protocole employe pour cette
etude est celui de Faucher et al. (1992) sauf que les plants de pomme de terre ont pousse
dans un melange de sable et de vermiculite (2 :1). Le pouvoir pathogene de 2.21 a ete
compare a celui de S. scabies EF-35, de S. lividans TK-24 et S. Uvidans TK-24 pFD 666.
1.6.2-Purification d'un pisment iaune fpigment V) produit par Ie clone 2.21
Le clone 2.21 produisait un compose qui s'etait montre toxique sur rondelle de pomme de
terre. Ce produit a ete purifie a partir de 20 litres d'une culture de milieu son d'avoine
supplemente de kanamycine. Suite a 1'extraction du surnageant de culture a 1'acetate
d'ethyle et une chromatographie sur couche mince (voir section 1.5), la tache jaune dont Ie
Rf se rapprochait de celui de la thaxtomine A a ete eluee des plaques de silice et les
produits la composant ont ete separes par HPLC. Pour ce faire, la tache jaune a ete grattee
de la silice, puis eluee dans un solvant compose a 70 % de methanol et de 30 % de
chloroforme. Le tout a ete filtre sous vide avec un filtre MicronSep Cellulosic 0,45 (i et Ie
melange de solvants a ete evapore. Les residus obtenus ont ensuite ete dissous dans 25 %
d'acetonitrile afin d'etre purifies au HPLC. L'appareil HPLC utilise etait un Varian
LV5500 equipe avec une colonne Water's C 18 ( grosseur des particules 10-(im, 3,9 mm X
125 mm ). Les differents composes formant la tache jaune ont ete separes en utilisant un
gradient d'acetonitrile de 25 % a 50 % pendant 20 minutes avec un debit de 1,3 ml/min et
ils etaient detectes par UV en utilisant une longueur d'onde de 249 nm. La phase 1
recuperait un ensemble de composes de la premiere minute jusqu'a la quatrieme. La phase
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2 recoltait un compose ayant un temps de retention tres proche de celui de la thaxtomine A
a partir de la sixieme minute jusqu'a la neuvieme. Finalement, la phase 3 recuperait de la
neuvieme jusqu'a la fin de 1'elution. Aucun compose majeur n'etait present dans cette
phase. Par Ie suite, 1'acetonitrile a ete evapore sous I'evaporateur dans Ie but de recuperer
ces composes. Le compose ayant un temps de retention pres de celui de la thaxtomine A a
ete nomme pigment V. La thaxtomine A a aussi ete purifiee par la meme procedure. Le
pigment V et la thaxtomine A ont ete reinjectes dans Ie HPLC. La quantite de produit
utilisee pour faire ce dernier test etait de 1,8 ng de pigment V et de 57 |lg de thaxtomine
A. Le temps de retention et 1'aire sous la courbe ont ete notes et compares pour chacune
des analyses.
1.7-Comparaison du pigment V et de la thaxtomine A
1.7. l-ComparaisQn entre les spectres U.V. et visible du piement V et de la thaxtomme A
Des spectres U.V. et visible ont etc effectues dans Ie but de determiner si Ie pigment V
produit par Ie clone 2.21 pouvait avoir une similarite avec la thaxtomine A. Ces spectres
ont ete realises selon la methode de King et Lawrence (1992). Le pigment V et la
thaxtomine A ont ete dissous dans 1'ethanol absolu. La densite optique des deux produits
ont ete notee a partir de 215 nm jusqu'a 500 nm a tous les intervalles de 0,5 nm. Les
spectres ont ete effectues a la temperature de la piece dans un spectrophotometre Ultospec
2000 de Pharmacia Biotech.
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1.7.2-Test de toxicite
La capacite de necrose du pigment purifie a ete testee sur les disques de pomme de terre
(voir section 2.5.3). Six cent soixante ng de pigment V purifie a partir du HPLC ont ete
appliques sur disque de pomme de terre et les effets de necrose ont ete compares aux effets
de la thaxtomine A.
1.8-Analyse de PADN du clone 2.21
Les ADNs totaux du clone 2.21, de S. lividans TK-24 et de 5'. lividans TK-24 transforme
avec pFD666 ont ete extraits, digeres et separes par electrophorese sur gel d'agarose. La
methode employee pour extraire les ADNs totaux a ete celle de Hopwood et al. (1985)
avec les modifications qui sui vent. Les ADNs totaux ont ete extraits d'une culture de 50
ml de YME supplementee de kanamycine et vieille de 30 heures. Les cultures ont subi
une centrifugation de 10 minutes a 10000 rpm a 4 °C. Les culots ont ete ressupendus dans
6 ml de lysozyme a 2 mg/ml dans un tampon compose de 0,3 M de sucrose, de 25 mM de
Tris-HCl a pH 8,0, de 25 mM d'EDTA a pH 8,0 et incubes pour 30 minutes a 37 °C. Les
myceliums etaient ensuite traites a la pronase. Six ml de pronase a 1 mg/ml dans Ie
tampon de lyse (0,01 M de Tris-HCl a pH 7,8, 0,01 M d'EDTA a pH 8,0, 0,5 % de SDS)
etaient ajoutes aux cellules et elles etaient incubees pour 60 minutes a 37 °C. Des
extractions au phenol-chloroforme ont ete effectuees jusqu'a 1'obtention d'un surnageant
clair. Les surnageants obtenus ont ete traites consecutivement avec les solutions I, II et III
de Sambrook et al. (1989) et des extractions au phenol-chloroforme ont etc repetees. Les
ADNs etaient alors precipites et ressuspendus dans 1'eau. Mille cinq cents ng de ces
ADNs ont ete digeres pendant 90 minutes a 37 °C avec les enzymes BamRl, PvuQ et Sail
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dans un volume total de 100 (ll. Apres les digestions, tous les ADNs ont ete precipites a
1'ethanol et resuspendus dans 15 jLll d'eau distillee. Us ont ensuite ete charges sur un gel
d'agarose a 1 % dans du tampon TAB. Les echantillons ont subi une electrophorese de 30
volts pendant 20 heures dans un tampon TAE . Le gel a ete colore et photographie selon
les methodes employees a la section 2.4.1. Une fois Ie gel obtenu, un transfert des ADNs
sur une membrane de nylon suivi d'une hybridation avec une sonde provenant d'un
fragment de pFD666 ont ete effectues. Les ADNs ont ete transferes sur une membrane de
Nylon par buvardage de type Southern. Le transfert s'est fait selon Ie protocole propose
par la compagnie Amersham Life Science et Ie buvardage a eu une duree de 20 heures.
La sonde qui a ete utilisee dans cette hybridation etait un fragment de 1,7 Kb provenant du
vecteur pFD666. Ce fragment correspondait au site de clonage multiple ainsi qu'aux
regions Ie bordant. II a ete obtenu a la suite d'une digestion par 1'endonuclease PvuQ.
Vingt [ig de pDF666 ont ete digeres par 60 unites de PvuH dans un volume total de 300 (Jl
La digestion a eu une duree totale de 150 minutes a 37 °C. Par Ie suite, tout 1'echantillon a
ete charge dans un gel d'agarose a 0,8 % dans du tampon TAE. Les fragments d'ADN ont
ete separes par une electrophorese a 40 volts et ce pendant 4 heures. La bande
correspondant au fragment de 1,7 Kb a ete decoupee du gel et a ete purifiee grace au kit
Geneclean BIO 101 selon les instructions du manufacturier. Apres la purification, 1'ADN
etait precipite a 1'ethanol (voir section 1.4.2) et sa concentration etait estimee par la
methode sur petri (voir section 1.4.1). Le fragment de 1,7 Kb de pFD666 etait pret pour Ie
marquage. Le marquage a ete fait avec la DIG et accompli selon la methode de la DIG
High Prime Labeling and Detection Starter Hit 1 de Boehringer Mannheim. Cinq cents ng
du fragment de 1,7 Kb ont ete utilises comme sonde. L'hybridation entre les ADNs totaux
fixes sur la membrane de nylon et la sonde a ete effectuee selon la methode de la DIG
High Prime Labeling and Detection Starter Hit 1 de Boehringer Mannheim avec quelques
precisions. D'abord, de 1'ADN de sperme de saumon a ete ajoute a la solution de pre-
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hybridation et a la solution d'hybridation a une concentration de 2,5 mg / ml. La
temperature de pre-hybridation et d'hybridation a ete de 65 °C. La duree de la pre-
hybridation a ete de 2 heures 30 minutes et celle de 1'hybridation de 16 heures. La




2.1-Construction de la banque genomique de S. scabies EF-35
Une banque genomique de S. scabies EF-35 a ete construite en utilisant Ie vecteur de
clonage pFD666. L'enzyme B gill a ete utilisee pour fragmenter Ie genome de 5'. scabies
EF-35. Les fragments generes par la digestion avaient une longueur moyenne de 10 a 15
Kb. Suite a Pelectroporation de la banque genomique a 1'interieur des cellules
competentes de E. coli DH10B, 1638 colonies au total ont ete obtenues. Vingt-six
colonies de ces 1638 ont ete mises en culture et leurs ADNs plasmidiques ont ete extraits.
De ces 26 ADNs plasmidiques, 18 possedaient un insert. A la figure 1, on peut observer
que les ADNs plasmidiques extraits de E. coli DH10B et coupes avec 1'enzyme HindQl,
un enzyme present dans Ie site de clonage multiple du plasmide, possedaient tous un
insert. La longueur des plasmides extraits variait de 6,5 Kb a 23 Kb et etait superieure a la
longueur du vecteur de clonage pFD666 (5,251 Kb). Ainsi, environ 70% des colonies
obtenues suite a Felectroporation possedaient un insert. Selon Benigni et al. (1975), la
probabilite d'avoir une banque genomique complete avec 1147 colonies recombinantes
possedant un insert d'environ 10 a 15 Kb, etait estimee a 85% (Figure 1).
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Puits 123456789 10
Figure 1. Patron de restriction des ADNs plasmidiques digeres par Hindlll
provenant de clones de la banque genomique de S. scabies EF-35 exprimee chez E.
coli DH10B.
Puits 1 et 10) standard de poids moleculaire Lambda digere par HindQl (21,130, 9,416,
6,557, 4,361, 2,322, 2,027 et 0,564 Kb): puits de 2 a 9) differents clones de la banque
genomique.
L'amplification de la banque genomique de S. scabies EF-35 exprimee chez E. coli DH10B
a etc faite, et les plasmides transformes chez S. Uvidans TK-24. Plusieurs protoplastes
transformes ont ete obtenus et un total de 1500 ont ete repiques sur milieu YME
supplemente de kanamycine. Le criblage pour Ie pouvoir pathogene sur des plantules de
radis a ete realise a partir de ces clones.
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2.2-Criblage des clones de la banque genomique
2.2.1-Premiere selection : etude du uouvoir pathosene des clones sur des ulantules de radis
poussees en pretn
Six cent sept clones exprimes chez S. lividans TK-24 ont subi la premiere selection pour
leur pouvoir pathogene sur les plantules de radis et 46 de ces clones semblaient avoir un
effet sur la croissance des plantules de radis. Cet effet s'observait qualitativement par des
plantules plus courtes, rabougries ou etiolees. Parfois, les feuilles de ces plantules avaient
un debut de chlorose. Les racines pouvaient avoir aussi de la necrose. Ces 46 clones ont
ete retenus pour poursuivre les etudes de la deuxieme et de la troisieme selection.
2.2.2-Deuxieme selection : etude du pouvoir uahtogene sur les plantules de radis en tube
La deuxieme selection comportait en 1'etude du pouvoir pathogene des plantules de radis en
tube avec 10 repetitions par clone. Des 46 clones etu dies, 4 clones ont etc retenus, parce
que les plantules de radis poussant en leur presence etaient plus longues que celles en
contact avec S. lividans TK-24. Les plantules poussant en presence de ces clones
mesuraient entre 55,40 et 63,90 mm comparativement a celles poussant en presence de
S. Uvidans TK-24 mesurant 46 mm. Ces 4 clones ont ete nommes 10.1, 5.40, 5.37 et 13.4.
A la suite du test d'egalite des esperances a des observations de variance egale, meme si ces
clones semblaient favoriser la croissance de ces plantules, la difference ne s'est pas revelee
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significative a 95 %. Ces clones ne semblaient pas patho genes puisque la longueur des
radis associees a ces clones n'etait pas significativement differente de celle associee aux
radis pousses en presence de S. lividans TK-24 (Figure 2).
Trois clones ont ete retenus pour avoir un effet d'inhibition sur la croissance des plantules
de radis. Ces plantules de radis etaient plus courtes et rabougries. D'ailleurs, la longueur
moyenne de ces plantules variait de 21,40 a 23,00 mm comparativement a celles poussant
en presence de S. scabies EF-35 ayant une longueur moyenne de 19,00 mm. Ces clones ont
ete nommes 2.21, 15.5 et 15.38. Aucune difference significative n'a ete observee entre la
longueur des radis inocules par ces clones et S. scabies EF-35. Par contre, une difference
significative a ete notee entre la longueur des radis ayant pousses en presence de ces clones
et de S. lividans TK-24.
Deux clones ont ete retenus parce que les plantules de radis poussant en leur presence
avaient une longueur moyenne intermediaire entre celles ayant ete en contact avec S.
scabies EF-35 et 5'. Uvidans TK-24. Us ont ete nommes 13.34 et 1.41. Aucune difference


















Figure 2. Longueur moyenne des plantules de radis ayant pousse en presence des
differents clones, de S. scabies EF-35 et de S. lividans TK-24.
Les barres surmontees par une meme lettre indiquent que les traitements qu'elles
representent ne sont pas statistiquement differents (p<0,05).
2.2.3-Troisieme_selection : etude de la production de pigments launes
L'etude a ete menee en parallele avec la deuxieme selection. Elle consistait en la
verification de la production de pigments jaunes dans Ie milieu a base de gruau par les
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clones. Cette etude a ete faite parce que la thaxtomine A, secretee par S. scabies EF-35, a
une coloration jaune. Sur les 46 clones retenus apres la premiere selection, 4 clones ont
produit des pigments jaunes, soit les clones 9.1, 9.8, 4.17 et 2.21 (Tableau 1). Trois
d'entre-eux (4.17, 9.1 et 9.8) n'avaient pas d'effet d'inhibition sur les plantules de radis.
Ainsi, aucune difference significative n'a etc observee entre la longueur des radis inocules
avec ces trois clones et S. Uvidans TK-24. Par contre, une difference significative a ete
observee avec S. scabies EF-35. Le clone 2.21 etait Ie seul a produire des pigments jaunes
et a avoir un effet d'inhibition sur les plantules de radis (figure 2 et tableau 1).
Suite a la production de pigments jaunes dans Ie milieu de production a base de gruau, une
TLC a ete effectuee. Les Rf de chacun des pigments jaunes des clones 2.21, 9.1, 9.8 et 4.17
ont ete compares avec celui de la thaxtomine A, phytotoxine secretee par S. scabies EF-35
et celui de 1'actinorhodine, pigment secrete par la souche heterologue S. lividans TK-24.
Le pigment jaune no 1 du clone 2.21 avait un Rf pres de celui de la thaxtomine A, soit de
0,35 par rapport a 0,34 respectivement (tableau 2).
2.3-Etude de la toxicite des pigments jaunes
Chacun des pigments jaunes des 4 clones (9.8, 9.1, 4.17 et 2.21) retenus apres la troisieme
selection a ete applique sur des rondelles de pomme de terre pour evaluer leur toxicite sur
les tissus vegetaux. Un seul des pigments jaunes s'est avere toxique, soit Ie pigment jaune
no 1 du clone 2.21. Apres 48 heures en contact avec la rondelle de pomme de terre, une
necrose a pu etre observee. La necrose etait presente sur toute la circonference de la
rondelle. Elle etait moins severe mais toutefois comparable a la necrose causee par la
thaxtomine A. Les rondelles de pomme de terre ayant ete mises en contact avec les
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Tableau 1. Caracteristiques des differents clones retenus
Clone Longueur des

































Les nombres accompagnes d'une meme lettre ne sont pas significativement differents
(p<0,05%)
1 : moyenne des 10 repetitions
2 : les pigments ont etc extraits d'un surnageant de culture de son d'avoine et appliques sur
TLC
3 : aucun pigment n'a ete observe
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Tableau 2. Migration des pigment jaunes des clones 2.21, 9.8, 9.1, 4.17, de la
thaxtomine A et de Pactinorhodine sur TLC.
Clone Pigments Rf
thaxtomine A 0,34
2.21 pigment 1 0,35
2.21 pigment2 0,52
2.21 pigmentS 0,62













Solvant de migration : chloroforme : methanol (90 : 10)
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pigments jaunes 2 et 3 produits par Ie clone 2.21, de meme que la rondelle ayant ete mise
en contact avec Ie methanol sont demeurees saines (Figure 3).
•
Thaxtomine A pigment no 1 pigment no 2 pigment no 3 methanol
Figure 3. Etude de la toxicite des pigments jaunes produits par Ie clone 2.21 sur
rondelle de pomme de terre.
2.4-Etude du clone 2.21
Le clone 2.21 a ete caracterise plus en detail premier, car il semblait avoir un effet
d'inhibition sur la croissance des plantules de radis et produisait des pigments jaunes dans
Ie milieu a base de gruau. De plus, 1'un des pigments jaunes, Ie pigment jaune no 1,
pouvait induire une necrose sur les tissus de pomme de terre. S. scabies EF-35, une souche
pathogene pour les plantules de radis, agit en inhibant leur croissance en produisant de la
thaxtomine A. La verification des proprietes du clone 2.21 et la caractedsation du pigment
jaune no 1 par rapport a S. scabies EF-35 et la thaxtomine A ont ete effectuees.
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2.4.1-Purification du produit necrosant secrete par Ie clone 2.21
Vingt litres de culture du clone 2.21 ont ete produits dans Ie milieu de culture a base de
gruau supplemente de kanamycine. Le pigment jaune no 1 ayant un Rf semblable a la
thaxtomine A a ete gratte des plaques de silice et elue de celles-ci pour ensuite etre purifie
par HPLC. Au total 4,2 mg de composes formant la tache jaune ont ete elues de la silice.
Lors de la purification par HPLC, un ensemble de pics tres rapproches les uns des autres
etaient observables des la premiere minute et jusqu'a la quatrieme minute de temps de
retention. Cet ensemble de pics semblait constituer les composes majeurs de la tache jaune.
Ces composes ont ete recoltes en recuperant la phase se situant entre 1 minute et 5 minutes
de temps de retention. Un deuxieme pic etait visible a 8,49 minutes de temps de retention.
Meme si ce pic etait mineur, il a ete recupere parce qu'il sortait a un temps de retention tres
pres de celui de la thaxtomine A. La phase recoltee se situait entre 6 et 9 minutes de temps
de retention. Aucun pic d'intensite notable sortait apres 9 minutes de temps de retention,
mais la phase representant la neuvieme minute jusqu'a la fin de Pelution a tout de meme ete
recuperee. Le solvant de chacune des trois phases recoltees a ete evapore sous un Speed
Vac Concentrator. La quantite finale purifiee pour les pics majeurs situes entre 1 a 4
minutes de temps de retention etait de 2 mg et de 8 ug pour Ie pic mineur sortant a 8,49
minutes. Ce compose du pic mineur a ete nomme Ie pigment V. Finalement, 1,1 mg de









Figure 4. Representation graphique de la separation des produits composant la tache
jaune ayant des proprietes necrosantes du clone 2.21.
La fleche indique Ie pic representant Ie pigment V.
2.4.2-Etude de la toxicite sur rondelle de pomme de terre des trois phases recuperees par
HPLC
Les produits des phases I, II et III ont par la suite ete testes pour leur pouvoir necrosant sur
rondelle de pomme de terre. Le pigment V, composant principal de la phase U, s'est avere
toxique sur les tissus de pomme de terre. Une necrose a ete observee sur la circonference
de la rondelle de pomme de terre apres 48 heures. Cette necrose etait comparable a celle
causee par la thaxtomine A, mais avec mains de severite. Les rondelles de pomme de terre
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ayant ete mises en contact avec les composants de la phase I et III et avec Ie methanol sont
demeurees saines (figure 5).
Thaxtomine A pigment V phase 1 phase 3 methanol
Figure 5. Etude de la toxicite des phases I, II et III purifiees par HPLC du clone 2.21
sur rondelle de pomme de terre.
2.4.3-Etude comparative du pigment V et de la thaxtomine A
2.4.3.1-Comparaison de la thaxtomine A et du pjgment V secrete par Ie clone 2.21 par
HPLC
Une etude comparative entre la thaxtomine A et Ie pigment V a ete effectuee au HPLC
pour comparer les temps de retention des deux produits. Les resultats obtenus sont un
temps de retention de 8,36 min pour la thaxtomine A et un temps de retention de 8,49 min
pour Ie pigment V du clone 2.21. Les aires sous la courbe sont de 400326 (57 ug) et 13032
coups (1,86 ug) pour la thaxtomine A et Ie pigment V respectivement.
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Lorsque les courbes de detection de la thaxtomine A et du pigment V du clone 2.21 sont
superposees, on observe en premier lieu que la thaxtomine A est presente en plus grande
quantite que Ie pigment V. En second lieu, on remarque que les pics de detection des deux
echantillons sont tres pres 1'un de 1'autre, mais avec un leger retard pour Ie pigment V. II
est aussi notable que les deux echantillons ont bien ete purifies, car aucun autre pic n'est







65 70 7J 8JO 8.5 9JO T95 10JO 10J
Temps de retention
Figure 6. Detection de la thaxtomine A et du pigment V du clone 2.21 par
HPLC.
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2.4.3.2-Spectres U.V. et visible
Des spectres U.V. et visible de la thaxtomine A purifiee par HPLC et du pigment V produit
par Ie clone 2.21 ont ete effectues afin de comparer les deux produits. La comparaison des
spectres de chacun des echantillons demontre que ceux-ci sont tres semblables. L'analyse
de ces spectres a montre trois pics majeurs. D'abord, 1'absorbance maximale pour la
thaxtomine A et pour Ie pigment V a ete observee a une longueur d'onde de 215 nm. Par
la suite, 1'absorbance des deux spectres a subi une descente abrupte et un second pic a ete
note entre 230 et 233 nm. Apres ce second pic, 1'absorbance des spectres a continue a
diminuer. Finalement, les deux spectres avaient un troisieme pic similaire a 386,5 nm.
(figures 7 et 8).
2.5-Etude du pouvoir pathogene du clone 2.21 sur les tubercules de pomme
de terre
Suite a 1'etude du pouvoir pathogene sur les plants de pomme de terre, les
tubercules fils des plants ayant pousse en presence de S. scabies EF-35, de 5'.
lividans TK-24 et du clone 2.21 ont ete recoltes et observes. Quarante-quatre
pour cent des tubercules fils ayant pousse en presence de 5'. s cables EF-35 ont
ete atteints par la gale commune. Tous les tubercules fils provenant des plants
ayant ete mis en contact avec S. lividans TK-24 sont demeures sains. Un test
du % a ete effectue pour determiner les differences significatives. Ce test a
demontre qu'il y avait une difference significative entre Ie nombre de
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Figure 8. Spectres U.V. et visible de 1'absorbance en fonction de la longueur d'onde du
pigment V du clone 2.21.
S. lividans TK-24. La maladie a ete observee sur 15,4 % des tubercules fils des plants
poussant en presence du clone 2.21. Les symptomes portes par ces tubercules etaient
comparables a la gale superficielle causee par 5. scabies EF-35, mais Ie taux de couverture
des symptomes sur les tubercules etait inferieur. Une difference significative a ete
observee entre Ie nombre de tubercules fils atteints des plants poussant en presence du
clone 2.21 et de S. scabies EF-35 tandis qu'aucune difference significative n'a ete notee
entre les tubercules fils atteints des plants poussant avec S. lividans TK-24 (figure 9).
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Figure 9. Pouvoir pathogene du clone 2.21, de 5. scdbies EF-35 et de S.
lividans TK-24 sur les tubercules de pomme de terre.
Les barres accompagnees d'une meme lettre representent des donnees qui ne
sont pas significativement differentes (p<0,05%).
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2.6-Analyse de PADN du clone 2.21
L'ADN total du clone 2.21 a ete extrait et digere avec des enzymes de restriction ayant des
sites presents dans Ie plasmide pFD666. Le plasmide extrait non-digere du clone 2.21
avait une longueur similaire au vecteur pFD666 intact. L'analyse des fragments obtenus
suite aux digestions de 1'ADN plasmidique du clone 2.21 demontre que la taille des
fragments obtenus correspondaient a celle du vecteur intact digere avec ces memes
enzymes (figure 10).
Puits 12345678
Figure 10. Patron de restriction de PADN total du clone 2.21 digere par les enzymes
Sail, Sad, Hindlll, Xbal-Dral et BamHl.
Puits 1 et 8) standard de poids moleculaire Lambda digere par Hindm (21,130, 9,416,
6,557, 4,361, 2,322, 2,027 et 0,564 Kb), puit 2 a 7) ADN du clone 2.21 non-digere, digere
par Sail, Sad, HindQl, Xbal-Dral et BamHl respectivement.
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Comme Ie clone 2.21 avait des proprietes differentes de celles de la souche d'expression
S. lividans TK-24, et qu'il semblait posseder un vecteur intact, une etude de 1'ADN total du
clone 2.21 a etc faite. Une hybridation a etc effectuee sur 1'ADN total du clone 2.21 avec
une sonde de 1,7 Kb provenant du vecteur pFD666. Cette sonde etait issue d'un fragment
du vecteur pFD666 digere avec 1'enzyme Pvull comprenant Ie site de clonage multiple
ainsi que les deux regions Ie bordant. Ainsi, si une insertion au niveau chromosomique du
vecteur comportant un insert chez Ie clone 2.21 avait eu lieu, d'autres signaux seraient
visibles en plus des signaux s'hybridant au vecteur intact apres revelation de la membrane.
Dans Ie cas contraire, seules les bandes du vecteur intact devraient etre observables sur la
membrane. D'abord, pour s'assurer que la sonde etait bien specifique, une hybridation a
ete effectuee entre la sonde et 1'ADN total de S. lividans TK-24. En theorie, aucune
hybridation ne devrait avoir lieu entre 1'ADN total de S. lividans TK-24 et la sonde.
S. lividans TK-24 transforme avec Ie vecteur pFD666 a aussi ete hybride avec la sonde et
etait utilise comme temoin positif. Son ADN total a etc digere avec les enzymes BamHl,
Pvull et Sal I. Theoriquement, une bande de 5,3 Kb representant la longueur totale du
plasmide pFD666 devait etre reconnue lorsque la sonde est hybridee a 1'ADN de
S. lividans TK-24 pFD666 digere par 1'enzyme BamHl, car ce site etait present qu'une
seule fois dans Ie plasmide. Une bande a 1,6 Kb devrait aussi etre reconnue par la sonde
suite a la digestion avec 1'enzyme Pvull. Pour la digestion avec Sail, Ie fragment devant
s'hybrider avec la sonde devrait avoir une longueur de 2,5 Kb. Une fois les hybridations
realisees entre les ADNs totaux de S. lividans TK-24, de S. Uvidans TK-24 transforme avec
Ie vecteur pFD666 et du clone 2.21 avec la sonde, les resultats suivants ont ete obtenus.
Comme prevu, aucune hybridation n'a eu lieu entre 1'ADN total de S. lividans TK-24 et la
sonde (figure 11 A). Sur la membrane portant 1'ADN total de S. lividans TK-24 pFD666,
toutes les bandes qui devaient s'hybrider avec la sonde ont ete observees et ces bandes
avaient la taille attendue. Dans Ie puits de la digestion avec 1'enzyme BamHl, deux autres
bandes ont etc revelees a 5,6 Kb et 2,5 Kb (figure 11 B, puits 5). Elles etaient de plus faible
intensite. Ces deux bandes pourraient etre du plasmide non-digere, car elles sont aussi
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presentes dans Ie puits portant 1'ADN non-digere (figure 11 B, puits 4). Dans Ie puits de
1'ADN digere par 1'enzyme Sail, une deuxieme bande de tres faible intensite etait aussi
observable a 700 pb (figure 11 B, puits 7).
Enfin, sur la membrane portant 1'ADN total du clone 2.21, nous avons eu Ie meme patron
d'hybridation que celui de S. lividans TK-24 pFD666 sauf que de nouvelles bandes ont ete
egalement obtenues. Ainsi, pour la digestion par 1'enzyme BamHl, une bande de 2,5 Kb et
une autre de 1,7 Kb ont ete revelees (figure 11C, puits 5). Dans Ie puits portant 1'ADN
digere par 1'enzyme PvuQ, 2 autres bandes etaient observables a 3,6 Kb et a 2,3 Kb (figure
11C, puits 6). Celle de 3,6 Kb etait de plus faible intensite. Pour la digestion par 1'enzyme
Sail, 5 nouvelles bandes ont ete revelees sur la membrane. Ces 5 bandes avaient tout une
intensite comparable. La longueur de chacune de ces bandes etait de 4,5 Kb, de 4,3 Kb, de
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Figure 11. Hybridation entre la sonde de 1,7 Kb provenant du vecteur pFD666 et
PADN total de 5. lividans TK-24 (A), S. /ivfrfaws pFD666 (B) et du clone 2.21 (C).
Puits 1) standard de poids moleculaire 1 Kb, puits 2) vecteur pFD666 non-digere, puits 4)





Streptomyces scabies a ete Ie premier organisme identifie comme responsable la gale
commune chez la pomme de terre. Les mecanismes de virulence pouvant lui conferer son
pouvoir pathogene sontjusqu'a ce jour encore mal compris. II est connu que la thaxtomine
A, phytotoxine secretee par S. scabies, est un facteur essentiel au pouvoir pathogene de la
bacterie (Goyer et al. 1998). Les genes responsables des mecanismes de virulence sont
peu connus. Le gene necl, clone par Bukhalid et al en 1997, dirige la production d'un
compose capable de causer une necrose sur les tissus de pomme de terre. Ce compose a des
caracteristiques physico-chimiques differentes de la thaxtomine A. Les genes de
biosynthese de la thaxtomine A n'ont toujours pas ete clones. Le but principal de cette
maitrise de recherche etait d'identifier de nouvelles regions genetiques impliquees dans Ie
pouvoir pathogene de S. scabies. Trois objectifs avaient etc fixes pour nous permettre
d'atteindre ce but: premierement, la construction d'une banque genomique de S. scabies
EF-35, deuxiemement, la transformation des clones de la banque genomique dans un hote
heterologue, S. Uvidans TK-24, et finalement, 1'analyse du pouvoir pathogene des colonies
recombinantes sur les plantules de radis et la caracterisation partielle des clones affectant la
croissance des radis.
La construction d'une banque genomique de S. scabies EF-35 et Ie criblage de cette banque
pour F identification de clones impliques dans Ie pouvoir pathogene, aura permis
d'identifier 12 clones. Le criblage des colonies recombinantes s'est fait sur des plantules
de radis, car il est connu que S. scabies est aussi capable d'inhiber la croissance de jeunes
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plantules de dicotyledones (Leiner et al. 1996), en plus de causer la gale ( Loria et al.
1997). De plus, 1'utilisation de plantules de radis s'averait un moyen simple et rapide pour
Ie criblage. Les etudes de pouvoir pathogene sur les radis prenaient 6 jours et peu d'espace
meme avec les repetitions necessaires comparativement a des tests de pouvoir pathogene
sur plants de pomme de terre qui necessitent 4 mois de croissance et beaucoup d'espace.
Les 12 clones ont ete divises en 4 groupes selon leur pouvoir pathogene sur radis. Le
premier groupe etait compose de 4 clones (13.4, 5.40, 10.1 et 5.37) qui semblaient favoriser
la croissance des plantules de radis. A chaque fois que les plantules de radis etaient
inoculees par ces clones, la longueur moyenne de ces plantules etaient superieure a la
longueur moyenne des plantules inoculees par S. lividans TK-24. Cependant, aucune
difference significative n'etait observee entre la longueur moyenne des plantules inoculees
par les 4 clones et 5'. lividans TK-24. Toutefois, nous pensons qu'en augmentant Ie nombre
de repetitions, il serait peut-etre possible d'atteindre un niveau ou la difference se revelerait
significative. Hooker en 1981 avait rapporte que S. scabies produisait une phytohormone,
1'acide 3-indole acetique (auxine). Cette phytohormone stimule la division cellulaire des
tissus touches par les lesions ( Lapwood et al. 1973) et pourrait expliquer une augmentation
de la croissance du radis. Nous avons conserve ces clones pour les caracteriser
ulterieurement au niveau moleculaire et pour verifier s'ils sont porteurs des genes codant
pour la synthese de 1'acide 3-indole acetique. Jusqu'a maintenant, encore personne n'a
clone ces genes chez S. scabies ou chez d'autres actinomycetes.
Les clones 1.41 et 13.34 formaient Ie deuxieme groupe de clone retenus. Lorsque ces
clones etaient inocules sur les plantules de radis, Us semblaient diminuer leur croissance
comparativement a celles poussant en presence de S. Uvidans TK-24. Neanmoins, aucune
difference significative n'etait observable entre ces 2 clones, S. lividans TK-24 et S. scabies
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EF-35. Ainsi, ces 2 clones ne pouvaient etre consideres pathogenes pour les plantules de
radis, meme si qualitativement la difference de longueur entre les plantules inoculees par
les clones et celles inoculees avec S. lividans TK-24 etait notable. Encore une fois nous
pensons qu'en augmentant Ie nombre de repetitions, il serait possible d'atteindre un niveau
ou la difference deviendrait significative. Cela reste a confirmer. Ces clones pourraient
done contenir un fragment d'ADN de S. scabies EF-35 codant pour un facteur de virulence.
Le troisieme groupe de clones a ete selectionne parce qu'ils produisaient des pigments
jaunes dans Ie milieu a base de gruau. S. scabies synthetise in vitro les thaxtomines,
phytotoxines jaunes, seulement dans des milieux de culture a base vegetale comme Ie son
d'avoine ( Beausejour et al. 1999). Quatre clones composaient ce groupe, 9.8, 9.1, 4.17 et
2.21. Trois d'entre eux n'avaient aucun effet sur la croissance des plantules de radis. II
semblerait done que ces trois clones (9.1, 9.8 et 4.17 ) portaient un fragment d'ADN
codant pour des pigments n'ayant aucun role dans Ie pouvoir pathogene de la bactene. Le
clone 2.21 etait Ie seul du groupe a avoir un effet d'inhibition sur la croissance des
plantules de radis.
Le dernier groupe de clones conserves etait au nombre de 3, les clones 15.38, 15.5 et 2.21
Ie composaient. Tous ces clones inhibaient la croissance des plantules de radis et la
longueur des plantules inoculees par ces clones etait consideree significativement differente
de celles des plantules inoculees par S. Uvidans TK-24. Us devraient done porter un
fragment d'ADN provenant de S. scabies EF-35 pouvant leur conferer un pouvoir
d'inhibition de croissance des plantules en germination.
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Le clone 2.21 etait Ie seul des 12 clones conserves qui pouvait inhiber la croissance des
plantules de radis et pouvait produire des pigments jaunes dans Ie milieu son d'avoine.
Lawrence et al. (1990) demontraient qu'en appliquant les thaxtomines, des composes
jaunes, directement sur les tubercules steriles, les symptomes de la gale etait reproductibles.
Ainsi, suite a 1'etude de toxicite de tous les pigments jaunes de chacun des clones, Ie test a
demontre que Ie pigmentjaune numero 1 secrete par Ie clone 2.21, etait Ie seul de tous les
pigments pouvant induire une necrose sur la rondelle de pomme de terre. Ce resultat
pourrait expliquer que Ie clone 2.21 etait Ie seul des 4 clones a produire des pigments
jaunes, qui inhibait la croissance des plantules de radis. L'effet toxique du pigment no 1
etait visible apres 48 heures et la severite de la necrose augmentait avec Ie temps. Cet effet
toxique etait comparable a celui cause par la thaxtomine A. Quoique la thaxtomine A fut
applique en meme quantite, 1'effet cause par cette toxine etait beaucoup plus severe. Ceci
peut etre explique par Ie fait que Ie pigment numero 1 est forme de plusieurs composes
(voir figure 4), dont seulement un possede Ie pouvoir necrosant, Ie pigment V. Ce pigment
V representait 0,26% de la quantite totale du pigment jaune numero 1. La quantite de
produit toxique applique etait done de 0,13 p,g pour Ie pigment V comparativement a 50 |Llg
pour la thaxtomine A. II a ete demontre que Ie degre de virulence de la bacterie pathogene
est proportionnelle avec la quantite de thaxtomine A produite (Loria et al. 1995). II est
probable que 1'effet toxique du pigment V suit cette meme relation.
Comme Ie pigment jaune numero 1 du clone 2.21 avait des proprietes communes a la
thaxtomine A, soit la couleur jaune, 1'insolubilite dans 1'eau, la toxicite sur les tissus
vegetaux et son Rf sur TLC, des etudes comparative par HPLC et par spectres U.V. et
visible ont ete faites. D'abord Ie Rf de la thaxtomine A etait de 0,34 et celui du pigment
jaune numero 1 de 0,35. Cette petite difference n'exclut pas la possibilite que Ie pigment
numero 1 contienne de la thaxtomine A. En effet, cette difference peut etre interpretee par
une addition ou un retrait d'un groupement chimique sur la molecule changeant sa polarite
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et affectant sa migration. Mais surtout, cette difference peut etre attribuable au fait que Ie
pigment jaune numero 1 etait constitue de plusieurs composes, dont Ie pigment V, ayant
des structures chimiques differentes. De plus, 2.21 produisait 3 pigments jaunes (I, II, et
Ill) et il fallait saturer la plaque de silice pour s'assurer de voir Ie pigment jaune numero 1.
II est possible que cette saturation nuise a la migration. Le Rf de la thaxtomine A retrouve
dans la litterature est de 0,27 ( King et al. 1992). II est different de celui que nous avons
obtenu, mats il est connu que les Rf peuvent varier selon 1'activite de 1'adsorbant et la
saturation de la cuve ( Beaudoin et al. 1991). A cause de toutes les proprietes communes
entre Ie pigment jaune numero 1 et la thaxtomine A, une purification de ce pigment a ete
entreprise. La purification au HPLC a demontre que les composes majeurs de ce pigment
ne correspondaient pas a la thaxtomine A, puisque ces derniers avaient des temps de
retention de 1 a 4 minutes. Cependant, la purification nous a montre qu'un des composes
mineurs avait un temps de retention avoisinant celui de la thaxtomine A. C'est ce compose
que nous avons appele pigment V. La deuxieme etude de toxicite sur les rondelles de
pomme de terre a demontre que c'etait Ie pigment V qui conferait Ie pouvoir necrosant au
pigmentjaune numero 1.
Un autre indice que Ie pigment V est important, mais qu'il est produit en petite quantite est
1'etude du pouvoir pathogene sur les plants de pomme de terre. Le clone 2.21 a montre qu'il
pouvait induire de petites lesions superficielles sur les tubercules fils des plants de pomme
de terre ayant pousse en sa presence. Ces lesions sont semblables aux lesions superficielles
causees par S. scabies EF-35. Cependant, Ie clone 2.21 cause des lesions sur seulement 16
% des tubercules fils ce qui a ete considere significativement different de S. scabies EF-35
qui cause la gale commune sur 44 % des tubercules fils. La faible quantite de pigment V
produite par Ie clone 2.21 est 1'une des raisons pouvant expliquer ce resultat. Une baisse
dans la production de la thaxtomine A coincide avec une reduction dans 1'agressivite au
niveau de la vimlence sur les tubercules fils ( Goyer et al. 1998).
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Les etudes comparative faites par HPLC et par spectres d'absorption U.V. et visible entre Ie
pigment V et la thaxtomine A ont confirme que Ie pigment V avait une composition
chimique fortement apparentee a la thaxtomine A. La thaxtomine A que nous avons
purifiee par HPLC avait un temps de retention de 8,36 minutes alors que Ie pigment V avait
un leger retard de 0,13 minutes sur Ie temps de retention de la thaxtomine A. Cette petite
difference n'elimine pas Ie fait que Ie pigment V puisse etre de la thaxtomine A, car il arrive
qu'il y alt des petites differences de temps de retention pour un meme produit d'un
chromatogramme a 1'autre.
Les longueurs d'onde a laquelle les maximums d'absorption des spectres U.V. et visible ont
ete obtenus pour la thaxtomine A et Ie pigment V etaient identiques (215, 233 et 386,5 nm).
En comparant avec King et al. (1992), les longueurs d'ondes maximales de la thaxtomine
A etaient de 398 nm, 343 nm, 279 nm, 249 nm et de 220 nm. Les resultats que nous avons
obtenus sont un peu differents de King et al. (1992). Ces differences peuvent etre
expliquees par Ie fait que Ie spectrophotometre que nous avons utilise etait different et par
1'usure des lampes. La faible quantite de pigment V produit ne nous a malheureusement
pas permis de confirmer que Ie pigment V avait une structure chimique semblable a la
thaxtomine A. Pour confirmer hors de tout doute, une analyse RMN du pigment V et de la
thaxtomine A devra etre realisee.
L'analyse de 1'ADN total et les etudes d'hybridations ont demontre que Ie clone 2.21 avait
un plasmide pFD666 intact et probablement un autre plasmide contenant Ie fragment
cTADN de S. scabies EF-35 , integre au niveau chromosomique de S. lividans TK-24 lui
donnant ses nouvelles proprietes genetiques. U est possible que lors de la transformation
des protoplastes de S. Uvidans TK-24, deux plasmides aient penetre a 1'interieur de la
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cellule. La recombinaison entre des molecules differentes d'ADN d'une meme cellule est
connue et qualifiee de frequente chez S. lividans TK-24 ( Tsai et Chen. 1987). Alien et
Ritchie (1994) ont connu cette situation en clonant les genes de biosynthese de la
geldanamycine dans 5'. Uvidans TK-24, puisqu'une partie des genes portes par leur plasmide
a ete incorporee au chromosome. L'instabilite genetique des streptomycetes peut etre due
a leur chromosome lineaire et a leur mode de replication ( Hinnebusch et Tilly. 1993). La
frequence elevee en G+C ( Wright et Bibb. 1992) de leur ADN est aussi un facteur pouvant
favoriser la recombinaison homologue.
Le clone 2.21 produit une tres faible quantite de pigment V et il est possible que ce pigment
V soit de la thaxtomine A. Comment expliquer alors qu'une souche du meme genre, en
1'occurence S. lividans TK-24, en acquierant des genes de S. scabies, produise si peu de
toxine comparativement a S. scabies. Nous pensons que 1'ensemble des genes permettant
au clone 2.21 de synthetiser Ie pigment V auraient pu s'integrer au chromosome de S.
lividans TK-24 et 1'expression de ces genes ne serait peut etre pas constitutive. Ceci
pourrait etre du a 1'absence du promoteur des genes. U est aussi possible que S. lividans
TK-24 ne possede pas toute la machinerie proteique necessaire pour produire efficacement
Ie pigment V. Le fragment d'ADN provenant de S. scabies EF-35 s'est peut etre integre
devant un promoteur faible ou il aurait besoin d'un activateur de transcription. Dans Ie cas
de la synthese de la thaxtomine A par S. scabies, la suberine suite a sa digestion par une
esterase, semblerait liberer un inducteur de transcription pour les genes de biosynthese de la
thatomine A. S. scabies possede une esterase qui lui permet vraisembablement de liberer
1'inducteur et de produire de la thaxtomine A (Beausejour et al. 1999). Nous savons que S.
lividans TK-24 ne produit pas d'esterase, done la faible production du pigment V
(thaxtomine A) pourrait s'expliquer par 1'absence d'inducteur.
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Meme si 1'insertion chromosomique complique 1'identification de nouvelles regions
genetiques, la strategic que nous pensons employer pour aller rechercher cet ensemble de
genes est la suivante. Extraire d'abord 1'ADN chromosomique du clone 2.21 de maniere a
1'obtenir intact. Couper cet ADN chromosomique avec une enzyme possedant des sites de
restriction rares a 1'interieur du genome. Separer les differents fragments generes par la
digestion par une electrophorese en champs pulses. Hybrider avec la sonde de 1,7 Kb
provenant de la digestion Pvull du vecteur pFD666. Comme 1'enzyme coupera rarement a
1'interieur du genome, nous pensons obtenir une seule bande pouvant s'hybrider avec la
sonde. Le fragment d'ADN de taille apropriee pourra etre recupere en decoupant et
decrochant 1'ADN de la membrane. Ensuite, une digestion suivie d'une ligation et d'une
transformation dans E. coli sera effectue. Les transformants seront selectionnes pour la
resistance a la kanamycine ou seront hybrides avec la sonde. Nous analyserons les bacteries
recombinantes ulterieurement pour leur pouvoir pathogene sur les plantules de radis ainsi
que pour la production de pigments jaunes dans Ie milieu a base de son d'avoine. Nous
pensons pouvoir retrouver les genes de la biosynthese du pigment V de cette fa9on. Une
fois Ie reclonage reussi, nous voudrions hybrider ce fragment avec 1'ADN de la souche
sauvage, 5'. scabies EF-35, pour s'assurer que ce fragment provient reellement de son
genome. Le reclonage de ces genes dans un vecteur possedant un promoteur fort pourra
probablement aider a augmenter son expression. Une autre avenue pour augmenter
1'expression serait de transformer des mutants de S. scabies EF-35 ne produisant plus de
thaxtomine A (Goyer et al. 1998). Une augmentation dans la production du pigment V
permettra d'obtenir suffisamment de produit pour confirmer la structure chimique du
compose.
La thaxtomine A n'est pas Ie seul compose connu a pouvoir causer une necrose sur des
tubercules steriles. Le produit du gene necl, clone par Bukhalid et al. (1997) est aussi
capable d'induire une necrose sur les tissus de pomme de terre lorsque mis en contact avec
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ces derniers. La necrose causee par Ie compose du gene necl est comparable a celle causee
par S. scabies. Le compose extracellulaire code par Ie gene de 0,67 Kb est incolore et
soluble dans 1'eau (Bukhalid et al. 1998). La possibilite que Ie clone 2.21 soit porteur du
gene necl est peu probable, car les caracteristiques physico-chimiques du pigment V sont
totalement differentes du compose code par Ie gene necl. Le pigment jaune V est tres peu
soluble dans 1'eau et est de couleurjaune. La seule caracteristique commune entre ces deux
composes est la capacite d'induire une necrose sur les tissus de la pomme de terre similaire
a la gale commune. II semblerait done que Ie clone 2.21 soit porteur de genes de virulence
de S. scabies non encore caracterises.
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CONLUSION
La construction d'une banque genomique de S. scabies EF-35 et sa transformation dans un
hote heterologue, S. lividans TK-24, nous a permis d'identifier 12 clones pouvant etre
impliques dans Ie pouvoir pathogene de la bacterie. C'est 1'analyse du pouvoir pathogene
sur les plantules de radis des colonies recombinantes qui nous a permis de selectionner ces
12 clones. De ces 12 clones, certains inhibaient la croissance des plantules de radis et
d'autres semblaient la favoriser. De plus, nous avons caracterise Ie clone 2.21 comme etant
capable de produire un compose ayant des proprietes chimiques et toxiques similaires a
celles de la thaxtomine A. Cependant, les techniques utilisees pour identifier la region
genetique codant pour la biosynthese du compose toxique ont demontre que Ie plasmide
pFD666 et Ie fragment d'ADN de S. scabies EF-35 conferant de nouvelles proprietes au
clone 2.21 etaient probablement integres au chromosome de la souche d'expression.
L'etude moleculaire du clone 2.21, mais egalement des autres clones retenus permettra de
trouver des regions genetiques codant pour des facteurs de vimlence connus ou inconnus
de S. scabies. Le reclonage des genes de biosynthese du pigment V pourrait permettre une
meilleure production du compose ainsi que la confirmation de sa structure chimique par
RMN. D'avoir ces genes nous amenera a mieux comprendre Ie role de la thaxtomine A
dans Ie mecanisme de virulence si Ie pigment V est effectivement de la thaxtomine A. La
connaissance des genes pourrait aussi simplifier 1'etude de la voie de synthese de la
thaxtomine A, voie encore inconnue a ce jour. De plus, a partir de ces genes, des etudes
d'hybridation entre ces regions genetiques et 1'ADN d'autres especes phytopathogenes
pourraient etre faites pour aider a comprendre 1'evolution de ces genes, ainsi que les
mecanismes par lesquelles ils sont transmis. Le clonage et Ie sequen^age des genes de
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biosynthese du pigment V pourraient aussi servir au developpement d'un outil de
diagnostique PCR rapide. Ceci serait un grand pas pour les chercheurs, car ces outils
faciliteront les etudes ecologiques et permettraient de mieux comprendre les interactions
dans Ie sol entre les bacteries phytopathogenes et les non-patho genes.
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Annexe 1. Structure chimique des thaxtomines produites par S. scabies.
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Annexe 2. Carte du plasmide pFD666.
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